ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE I NTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCT 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification Internationale des brevets 6 : 

C12N 15/82, C07K 14/415, A01N 65/00, 
C12N 15/29 



Al 



(11) Numero de publication Internationale: WO 99/58695 
(43) Date de publication inter nationale: 1 8 novembre 1999 (18.1 1.99) 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR99/01085 

(22) Date de depot international: 7 mai 1999 (07.05. 




(30) Donnees relatives a la prior ite : 

98/05877 1 1 mai 1998 (1 1 .05.98) 



FR 



(71) Deposants (pour tous les Etats dtsignes sauf US): INSTITUT 
NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 
[FR/FRJ; 147, rue de TUniversit6, F-75338 Paris (FR). 
INSTITUT NATIONAL DES SCIENCES APPLIQUEES 
DE LYON [FR/FR]; 20, avenue Albert Einstein, F-69621 
Villeurbanne (FR). 




(72) Inventeurs; et 

(75) Inventeurs/Deposants ( US settlement): ^liELOBEL, Bernard 
rPR/FR]; 37, rue Lakanal, F-69100 Villeurbanne (FR). 
\/GRENIER, Annie>f%/FR]; 6, rue des Mesanges, F-69680 
Chassieu (FR^QLJEGUEN, Jacques [FR/FR]; La Croix de 
la Bauche, Cttorfun du Bourg, F-4424Q/La Chapelle sur 
Erdre (FR)*PERRASSON, Eric [FR^pR]; 8, rue Samuel 
Champlain, F-44300 Nantes (FR)«MH^AILAO, Mbaiguinam 
[TD/TD]; FSEA, Boite postale 10X7, N'Djamena (TD). 

(74) Mandataires: VI ALLE-PRESLES , Marie-Jose' etc.; Cabinet 
Ores, 6, avenue de Messine, F-75008 Paris (FR). 



tats de*signes: AE, AL, AM, AT, AU, AZ, BA, BB, BG, BR, 
BY, CA, CH, CN, CU, CZ, DE, DK, EE, ES, FI, GB, GD, 
GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, IS, JP, KE, KG, KP, 
KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MD, MG, MK, 
MN, MW, MX, NO, NZ, PL, PT, RO, RU, SD, SE, SG, 
SI, SK, SL, TJ, TM, TR, TT, UA, UG, US, UZ, VN, YU, 
ZA, ZW, brevet ARIPO (GH, GM, KE, LS, MW, SD, SL, 
SZ, UG, ZW), brevet eurasien (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, 
RU, TJ, TM), brevet europ6en (AT, BE, CH, CY, DE, DK, 
ES, FI, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, SE), brevet 
OAPI (BF, BJ, CF, CG, CI, CM, GA, GN, GW, ML, MR, 
NE, SN, TD, TG). 



Publiee 



Avec rapport de recherche Internationale. 

Avant V expiration du dilai privu pour la modification des 

revendications, sera republUe si des modifications sont 

recues. 



(54) Title: USE OF A POLYPEPTIDE DERIVED FROM A PAlb LEGUME ALBUMEN AS INSECTICIDE 
(54) Titre: UTILISATION D'UN POLYPEPTIDE DERIVE D'UNE ALBUMINE PAlb DE LEGUMINEUSE COMME INSECTICIDE 
(57) Abstract 

/The invention concerns the use of a polypeptide derived from a PAlb legume albumen as insecticide, particularly for protecting cereal 
grains against insect pests. 

(57) Abrege 

LMnvention est relative a I'utilisation d'un polypeptide d6riv6 d'une albumine PAlb de 16gumineuse comme insecticide, en particulier 
pour la protection des graines de c6r6ales contre les insectes ravageurs. 



m 



UNIQUEMENT A TITRE D 'INFORMATION 

Codes utilises pour identifier les Etats parties au PCT, sur les pages de couverture des brochures publiant des demandes 
international es en vertu du PCT. 



AL 


Albanie 


ES 


Espagne 


LS 


Lesotho 


SI 


Sloven ie 


AM 


Arm&iie 


FI 


Fin Ian de 


LT 


Lituanie 


SK 


Slovaquie 


AT 


Autriche 


FR 


France 


LU 


Luxembourg 


SN 


Senegal 


AU 


Austral ie 


GA 


Gabon 


LV 


Lettonie 


sz 


Swaziland 


AZ 


Azerbaidjan 


GB 


Royaume-Uni 


MC 


Monaco 


TD 


Tchad 


BA 


Bosn ic-Herzdgov ine 


GE 


Georgie 


MD 


Republique de Moldova 


TG 


Togo 


B8 


Barbade 


GH 


Ghana 


MG 


Madagascar 


TJ 


Tadjikistan 


BE 


Belgique 


GN 


Guinee 


MK 


Ex -Republique yougoslave 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Grece 




de Macedoine 


TR 


Turquie 


BG 


Bulgarie 


HU 


Hongrie 


ML 


Mali 


TT 


Trinite-et-Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irlande 


MN 


Mongolie 


UA 


Ukraine 


BR 


Br£sil 


IL 


Israel 


MR 


Mauri tame 


UG 


Ouganda 


BY 


Belarus 


IS 


Islande 


MW 


Malawi 


US 


Etats-Unis d'Amerique 


CA 


Canada 


IT 


Italic 


MX 


Mexique 


UZ 


O uzbek is tan 


CF 


Republique centrafricaine 


JP 


Japon 


NE 


Niger 


VN 


Viet Nam 


CG 


Congo 


KE 


Kenya 


NL 


Pays-Bas 


YU 


Yougoslavie 


CH 


Suisse 


KG 


Kirghizistan 


NO 


Norvege 


ZW 


Zimbabwe 


CI 


Cote d*l voire 


KP 


Republique populaire 


NZ 


Nouvel le-Zeiande 






CM 


Cameroun 




democrat ique de Coree 


PL 


Pologne 






CN 


Chine 


KR 


Republique de Corfe 


PT 


Portugal 






CU 


Cuba 


KZ 


Kazakstan 


RO 


Roumanie 






cz 


Republique tcheque 


LC 


Sainte-Lucie 


RU 


Federation de Russie 






DE 


Allemagne 


LI 


Liechtenstein 


SD 


Soudan 






DK 


Danemark 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Suede 






EE 


Estonie 


LR 


Liberia 


SG 


Singapour 







WO 99/58695 PCT/FR99/01085 



UTILISATION D'UN POLYPEPTIDE DERIVE D'UNE ALBUMINE PAlb 
DE LEGUMINEUSE COMME INSECTICIDE 

La presente invention concerne cles proteines 
insecticides et leur utilisation pour la protection des 
5 plantes, et en particulier des cereales, de leurs graines 
et des produits derives de celles-ci centre les insectes 
ravageurs . 

Des insectes ravageurs des graines de cereales 
se rencontrent dans differentes families, en particulier 

10 parmi les Coleopteres, des Lepidopteres et des 
Homopteres. Chez les Coleopteres, on citera en 
particulier les charangons des grains (Sitophilus oryzae, 
Sitophilus zeamais, Sitophilus granarius) , ainsi que 
Tenebrio spp., Rhyzopertha dominica, Trogoderma spp., 

15 Tribolium confusum. Chez les Lepidopteres, on citera en 
particulier Sitotroga cerealella et Ephestia kuehniella . 

Les ravageurs de graines de cereales sont 
parmi les principaux ennemis des recoltes qu' ils 
attaquent au champ (au moins dans les regions chaudes) , 

20 et surtout dans les silos de conservation ; ils peuvent 
egalement attaquer les produits transformes derives de 
cereales (par exemple farines, semoules, etc.) Ces 
insectes causent des degats tres importants et sont 
chaque annee a l'origine de la destruction d'une partie 

25 importante (pouvant avoisiner 25%) de la recolte mondiale 
de cereales recoltees chaque annee. 

Pour lutter contre ces insectes, differentes 
methodes ont ete preconisees. L' utilisation 

d' insecticides (LINDANE®, puis MALATHION® et bromure 

30 d' ethylene) est actuellement remise en question, du fait 
des problemes poses par la presence de residus de ces 
produits dans 1' alimentation . En outre, des resistances a 
ces produits sont apparues chez de nombreux insectes 
cibles, ce qui rend leur utilisation de moins en moins 

35 efficace. Pour remplacer ces insecticides ou limiter leur 
usage, differentes methodes ont ete proposees [pour 
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revue, cf par exemple F.H ARTHUR, J. Stored Prod. Res., 
32, pp. 293-302, (1996)]. Les plus developpees 
actuellement sont des methodes physiques, telles que le 
ref roidissement des silos, la conservation sous C0 2 ou 
5 sous azote ; ces methodes sont toutefois onereuses, et 
leur mise en oeuvre, qui necessite une haute technicite, 
est delicate ; elles ne sont done pas applicables 
partout . 

Un autre type d'approche, qui fait l'objet de 

10 nombreuses recherches, consiste a produire des plantes 
transgeniques exprimant un ou plusieurs gene(s) leur 
conferant une resistance contre 1'attaque des insectes. 
Cependant, cette approche necessite que l'on dispose de 
genes appropries, qui doivent en outre etre acceptables a 

15 la fois pour 1' environnement et par les consommateurs. 

La plupart des insectes presentent une 
specif icite alimentaire plus ou moins stricte ; e'est 
ainsi que les graines de cereales sont attaquees par les 
charangons des grains (Sitophilus oryzae r Sitophilus 

20 zeamais, Sitophilus granarius) , qui n'attaquent pas les 
graines de legumineuses ; par contre, d'autres ravageurs, 
tels que les bruches, attaquent les legumineuses, mais 
pas les cereales. 

Des travaux precedents de 1'equipe des 

25 Inventeurs [DELOBEL et GRENIER, J. Stored Prod. Res., 29, 
PP- 7-14, (1993)], ont montre que les trois especes de 
Sitophilus mentionnees ci-dessus pouvaient se developper 
sur des chataignes ou des glands, mais qu'en revanche 
elles mouraient rapidement sur pois casses, cette 

30 mortalite etant consecutive a la consommation des pois 
par ces charangons. 

Les Inventeurs ont entrepris de rechercher la 
substance toxique responsable de cette mortalite. II est 
par ailleurs connu que les legumineuses renferment 

35 plusieurs substances entomotoxiques , et qu'il existe chez 
diverses especes d' insectes pour lesquelles les 
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legumineuses sont toxiques, des sous-populations 
naturelles plus ou moins resistantes a la toxicite des 
legumineuses . 

Par exemple, dans le cas des charangons des 
5 grains, un test effectue par l'equipe des Inventeurs sur 
90 souches d'origines geographiques differentes, a montre 
que 4 souches appartenant a l'espece Sitophllus oryzae 
comportaient des individus capables de survivre sur pois 
casses au stade adulte ; en revanche, aucune souche 

10 possedant cette faculte n'a ete mise en evidence chez les 
especes Sitophilus zeamais , ou Sitophllus granarius ; 
1' etude du determinisme genetique de cette resistance a 
montre que ce caractere est monogenique, recessif et 
autosomal [GRENIER et al., Heredity, 79, pp. 15-23, 

15 (1997) ] . 

Les Inventeurs ont selectionne une souche de 
S. oryzae homozygote pour ce gene de resistance, et ont 
utilise cette souche pour rechercher la substance toxique 
vis-a-vis de laquelle se manifestait le mecanisme de 

20 resistance code par ce gene. 

Les Inventeurs ont ainsi constate que cette 
toxicite etait associee aux isoformes d' une proteine, de 
sequence similaire a celle de 1'albumine de pois PAlb 
decrite par HIGGINS et al., [J. Biol. Chem. , 261(24), 

25 pp. 11124-11130, (1986)], et presentant une forte 
similitude (65% d'identite) avec la leginsuline de soja 
[WAT AN ABE et al., Eur. J. Biochem., 15, pp. 224:1-167-72, 
(1994)]. Aucune propriete entomotoxique n'avait jusqu'a 
present ete associee a la proteine PAlb, a la leginsuline 

30 ou a d' autres proteines homologues. 

L r alignement de la sequence de l'une des 
isoformes de la proteine purifiee par les Inventeurs, 
avec celles de la proteine PAlb de pois, publiee par 
HIGGINS et al. et de la leginsuline de soja publiee par 

35 WAT AN ABE et al., est representee sur la Figure 7.'Ces 3 
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sequences comportent en particulier 6 residus cysteines 
occupant des positions conservees. 

La presente invention a pour objet 
1' utilisation en tant qu' insect icide, d'un polypeptide 
comprenant une sequence repondant a la formule generale 
(I) suivante : 

XiCX 2 CX3CX 4 CX 5 CX 6 CX7 ( I ) 

dans laquelle C represente un residu cysteine, 
Xi represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines, X2 represente un acide amine ou une 
sequence de 2 a 5 acides amines, X 3 represente une 
sequence de 4 a 10 acides amines, X 4 represente une 
sequence de 3 a 10 acides amines, X 5 represente un acide 
amine ou une sequence de 2 a 4 acides amines, X 6 
represente une sequence de 7 a 15 acides amines, X 7 
represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines. 

De preference, Xi represente un dipeptide, X 2 represente 
un tripeptide, X 3 represente un heptapeptide, X 4 
represente un tetrapeptide, X 5 represente un acide amine, 
X 6 represente un nonapeptide, et X 7 represente un 
pentapeptide . 
Avantageusement : 

- Xi repond a la sequence yiy 2 dans laquelle y x et y 2 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, ou 
bien y x represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, 
la serine, la glycine, et la threonine, et y 2 represente 
1' acide glutamique ou 1' acide aspartique ; et/ou 

X 2 repond a la sequence y 3 y4y5 dans laquelle y 3 
represente la glutamine ou 1' asparagine, et y 4 et y 5 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, la threonine, la 
valine, la leucine, 1' isoleucine , et la methionine ; 
et/ou 
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- X 3 repond a la sequence y6y7y8y9yioynyi2 dans laquelle y 6 
represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, la 
serine, la glycine, et la threonine, y 7/ yn, et y i2 
representent chacun la proline, ye represente un acide 
amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine, yg represente 1' acide aspartique ou 1' acide 
glutamique, yio represente un acide amine choisi parmi la 
valine, la leucine, 1' isoleucine, et la methionine ; 
et /ou 

- X 4 repond a la sequence yi3yi4yi5yi6/ dans laquelle y 13 , 
yi4r yis/ yi6/ representent chacun un acide amine choisi 
parmi 1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, 
ou bien yn represente un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 13 et 
Yis representent chacun un acide amine basique, et yie 
represente 1' acide aspartique ou 1' acide glutamique ; 
et /ou 

- X 5 represente un acide amine basique ; et/ou 

- X 6 repond a la sequence yi7yi8yi9y2oy2iy22y23y24y25, dans 
laquelle yn, yis r yiir et y23 representent chacun un acide 
amine choisi parmi la valine, la leucine, 1' isoleucine, 
et la methionine, yi 8 represente la proline, y 2 o et y 24 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 22 
represente un acide amine choisi parmi la valine, la 
leucine, 1' isoleucine, la methionine, la phenylalanine, 
le tryptophane, et la tyrosine, et y 2 s represente un acide 
amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine ; et/ou 

- X7 repond a la sequence y 2 6y27y28y29y3o dans laquelle y 2 6 
represente un acide amine basique, ou un acide amine 
choisi parmi la valine, la leucine, 1' isoleucine, et la 
methionine, y 2 7 represente l'asparagine ou la glutamine ou 
un acide amine basique, y 28 represente la proline, et y 2 9 
et y 30 representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine. 
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Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, le polypeptide utilise comme 
insecticide presente au moins 40%, de preference au moins 
60% d' homologie avec une quelconque des isoformes d'une 
5 albumine PAlb. 

Au sens de' la presente invention, on entend 
par : « albumine PAlb » non seulement toute isoforme de 
la proteine PAlb de pois, mais egalement toute proteine 
de la meme famille presente chez d'autres plantes, et 

10 pouvant notamment etre purifiee a partir de graines de 
legumineuses, en particulier des legumineuses de la 
famille des Cesalpinaceae, des Mimosaceae ou des 
Fabaceae, ou de Meliacees, telles que Khaya senegalensis . 

Des polypeptides utilisables conformement a 

15 1' invention, peuvent etre des polypeptides naturels, par 
exemple les leginsulines de legumineuses, telle que la 
leginsuline de soja decrite par WAT AN ABE et al. ; il peut 
s'agir egalement de polypeptides artificiels dont la 
sequence est derivee de celle d'une PAlb par 1' addition, 

20 la deletion, ou la substitution d' un petit nombre 
d'acides amines. On peut par exemple utiliser des 
polypeptides comprenant une sequence repondant a la 
formule generale (I), ou une portion de celle-ci 
correspondant a la region impliquee dans l'activite 

25 insecticide. Ce peptide actif peut eventuellement etre 
fusionne a son extremite N-terminale et/ou a son 
extremite C-terminale avec une autre sequence peptidique, 

Ces polypeptides peuvent etre obtenus par les 
methodes classiques, connues en elles-memes, par exemple 

30 par synthese peptidique, ou par genie genetique, en 
exprimant, dans une cellule-hote appropriee une sequence 
codant pour le polypeptide souhaite. lis peuvent 
egalement, dans le cas des polypeptides naturels, tels 
que la PAlb et la leginsuline, etre purifies a partir de 

35 graines de plantes telles que des legumineuses ou des 
Meliacees . 



WO 99/58695 



7 



PCT/FR99/01085 



Conf ormement a 1' invention, les polypeptides 
comprenant une sequence de formule generale (I) peuvent 
etre utilises en tant que seul principe actif d' un 
insecticide, ou bien associes a un ou plusieurs autres 
principes actif s. lis peuvent etre utilises en 
particulier, pour lutter contre les insectes ravageurs 
des graines de cereales, et egalement contre des insectes 
phytophages, tels que les lepidopteres Mamestra brassicae 
ou Ostrinia nubilalis ou les coleopteres Chrysomelidae 
comine Phaedon cochleariae ou Curculionidae comme 
Anthonomus grandls ou contre des Insectes phloemophages 
tels que les pucerons. 

En outre, les Inventeurs ont constate que la 
proteine PAlb conservait son activite insecticide pendant 
plusieurs annees dans les graines seches, et que cette 
activite n' etait pas affectee par un chauffage a 100°C. 

D' autre part, cette proteine n'est pas toxique 
pour 1'homme ou les animaux superieurs ; elle est 
presente dans les legumineuses qui font partie de leur 
alimentation habituelles . 

Les polypeptides de sequence generale (I), 
sont particulierement bien adaptes pour la protection, en 
particulier pendant le stockage, des graines, des 
farines, ou des produits transf ormes qui en sont derives. 

Pour la mise en oeuvre de la presente 
invention, la concentration du polypeptide de 
sequence (I) au niveau du produit a proteger (plante, 
graines, ou produits derives) est generalement de 
10 umoles/kg a 100 mmoles/kg (ou de 10|aM a lOOmM) , et 
avantageusement de 50pmoles/kg a 10 mmoles/kg (ou de 50\xM 
a lOmM) . 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere de la 
presente invention, on traite le produit a proteger avec 
une preparation comprenant ledit polypeptide. Celui-ci 
peut par exemple etre sous forme d'une preparation 
purifiee ou d'une fraction enrichie, qui peuvent 
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notarnment etre obtenues a partir de graines de plantes 
produisant naturellement ledit polypeptide, ou bien a 
partir de cultures de cellules exprimant un gene codant 
pour ce polypeptide. 
5 Selon un autre mode de mise en oeuvre prefere 

de la presente invention, on produit une plante 
transgenique, transformee par au moins un gene codant 
pour ledit polypeptide, et exprimant ce dernier dans au 
moins un de ses tissus ou organes. 

10 La presente invention englobe egalement les 

plantes transgeniques produites de la sorte ; 
avantageusement , lesdites plantes sont des cereales. 

Ces plantes peuvent etre obtenues par les 
techniques habituelles de transgenese vegetale, qui sont 

15 connues en elles-memes. 

II est ainsi possible d' obtenir dans une 
plante une expression ubiquitaire et/ou une expression ou 
une surexpression dans certains tissus ou organes (par 
exemple dans les graines) d' un polypeptide de 

20 sequence (I), et de ce fait de proteger la plante, le 
tissu ou l'organe concerne, contre les attaques 
d'insectes pour lesquels ce polypeptide est toxique. En 
particulier, 1' expression d'un polypeptide de 

sequence (I) dans les graines permet de proteger celles- 

25 ci, meme apres la recolte, ainsi que les farines et les 
produits transformes obtenus a partir de ces graines. 

La presente invention sera mieux comprise a 
l'aide du complement de description qui va suivre qui se 
refere a des exemples non-limitat if s , decrivant la 

30 purification et illustrant les proprietes insecticides 
d' une albumine PAlb de legumineuse. 

EXEMPLE 1 : MISE EN EVIDENCE DE LA TOXICITE DE DIFERENTES 
FARINES DE LEGUMINEUSES POUR DES CHARANCONS DES CEREALES 

La toxicite de farines de differentes 
35 legumineuses a ete testee sur des charangons (Sitophilus 
oryzae) . Les experimentations ont ete ef fectuees en 
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parallele sur des animaux de type sauvage (souche 
sensible S) , et sur des mutants survivant a 
1' alimentation sur pois (souche resistante R) . 

Les charangons (Sitophilus oryzae) sont eleves 
en enceinte regulee a 27,5°C et 70% d'humidite relative. 
De jeunes adultes ages d' une semaine sont preleves dans 
ces elevages de masse pour les tests. Pour chaque test, 
des lots de 30 insectes sont mis en experimentation, et 
la mortalite journaliere est notee. 

Des boulettes de farine sont petries avec de 
l'eau, mises a secher 24 h, et utilisees pour 
1' alimentation des charangons . La farine grise de ble 
utilisee est completee avec differentes proportions de 
farine de legumineuse, tamisee a 0,2 mm d'ouverture de 
maille , 

Les courbes dose-reponse de mortalite des 
charangons ont ete obtenues en utilisant differentes 
doses de chaque farine a tester. Les resultats sont 
traites par le programme « Toxicologie » [FEBVAY et 
RAHBE, « Toxicologie », un programme pour 1' analyse des 
courbes de mortalite par la methode des probits sur 
Macintosh, Cahiers Techn. INRA, 27, pp. 77-78 (1991)]. Ce 
programme utilise la transformation en Probits des 
mortalites cumulees et determine 1' equation de la courbe 
de regression et la concentration letale 50%. Ces valeurs 
sont determinees apres 4 et 7 jours d' exposition . 

En outre, pour chaque concentration de farine 
de pois, les temps letaux 50% (TL50) pour la souche 
sensible S ont egalement ete calcules. La courbe 
d' etalonnage ainsi etablie permettra de determiner dans 
la suite des experimentations, pour chaque farine ou 
fraction de farine testee, la concentration equivalente 
en farine de pois (en % de pois dans le ble). Cette courbe 
est representee sur la Figure 1. 



WO 99/58695 



10 



PCT/FR99/01085 



Toxicite de la farine de pois : 

La Figure 2 represente la mortalite cumulee 
pour des adultes de la souche sensible S de Sitophilus 
oryzae, sur pois (O) , et sur ble (□), en fonction du 
5 temps d' alimentation en jours. Ces resultats montrent que 
les charangons des cereales sont rapidement tues sur 
pois : en 8 jours, entre 90 et 100% des adultes sont 
morts . 

La Figure 3 represente la mortalite a 6 jours 
10 de Sitophilus oryzae pour des boulettes a differentes 
concentrations de farine de poids ; la souche resistante 
(R) et la souche sensible (S) sont comparees* La courbe 
dose/reponse ainsi etablie montre que, pour la souche 
sensible (S) on observe, des 10% de farine de poids, 70% 
15 de mortalite en 6 jours (et 100% en 14 jours) . Dans le 
meme temps, la souche resistante (R) n'est pas affectee. 
Toxicite de farines d' autres legumineuses : 

Parmi les graines de legumineuses utilisees en 
alimentation humaine, 10 ont ete testees pour leur action 
20 sur les charangons sensibles et resistants. 

Des boulettes contenant 80% de farine de 
legumineuse et 20% de farine de ble ont ete utilisees. La 
Figure 4 illustre la mortalite cumulee des charangons 



Sitophilus oryzae, souche resistante R %\\\) ou souche 
25 sensible S 



), mesuree apres 5 (4 A) , 7 (4 B), 14 (4 C) 
et 20 jours (4 D) d' alimentation sur niebe (Vigna 
unguiculata) variete blanche (1) et rouge (2), pois de 
terre (3 : Vigna subterranea) , lentille (4 : Lens 
esculenta) , haricot (5 : Phaseolus vulgaris), haricot 
30 mungo (6 : Vigna radiata) , adzuki (7 : Vigna angularis) , 
feve (8 : Vicia faba), pois chiche (9 : Cicer arietinum) , 
et lupin (10 : Lupinus albus) . 

Les resultats montrent qu'a 7 jours toutes les 
legumineuses sont toxiques pour la souche sensible, meme 
35 si Vigna subterranea et Cicer arietinum n'ont pas encore 
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tue tous les insectes qui y vivent ; par contre, la 
souche resistante ne presente pas ou tres peu de 
mortalite. On peut done en conclure qu'un meme mecanisme 
a l'origine de la toxicite, est present chez toutes ces 
5 legumineuses ; ce mecanisme apparait en particulier comme 
predominant chez Vlgna subterranea , Vigna radiata et 
Cicer arietinum. 

Toutefois, l'examen des mortalites a 14 et 20 
jours sur certaines legumineuses, fait apparaitre pour la 
10 souche resistante une mortalite plus ou moins grande, 
qu' il faut done imputer a d'autres mecanismes ; e'est en 
particulier le cas sur Phaseolus vulgaris et sur Vigna 
angularis . 

EXEMPLE 2 - PURIFICATION ET IDENTIFICATION DE LA 
15 SUBSTANCE RESPONSABLE DE LA TOXICITE CHEZ LE POIS 

Preparation d/ une fraction proteique enrichie en 
albumines (SRA1) . 

La fraction enrichie en albumine est preparee 
a 1'echelle pilote selon le protocole developpe par 

20 CREVIEU et al. [Nahrung, 40(5), pp. 237-244, (1996)]. 

La farine de pois (10 kg) est melangee sous 
agitation avec 140 litres de tampon acetate (pH 4,9), le 
melange est centrifuge a 7500 t/min, le surnageant est 
soumis a une ultrafiltration sur membrane M5, a une 

25 temperature qui ne depasse pas 25°C. Le retentat est 
soumis a une diaf iltration sur la meme membrane, le 
nouveau retentat est centrifuge a 6000 t/min pendant 
20 min et le surnageant lyophilise. La poudre obtenue 
(SRA1) qui represente en moyenne 1% de la masse mise en 

30 oeuvre au depart, est utilisee pour les purifications 
ulterieures . 

A chaque etape de la purification, la toxicite 
des differentes fractions est determinee selon le 
protocole decrit a l'exemple 1 ci-dessus. 
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Chromatographie d' echange d' anions 

10 g de SRA1 sont mis en suspension dans 
100 ml d'une solution de methanol a 60% et agites 1 heure 
a 4°C. Apres centrif ugation (30 min, 9000 g, 4°C) le 
5 surnageant est recupere puis le methanol present est 
elimine a l'evaporateur rotatif. Le volume est alors 
reajuste a 100 ml par de l'eau et un tampon Tris-HCl 1M 
(pH 8,8) de maniere a obtenir une concentration finale de 
50 mM en Tris-HCl. Les proteines solubles sont 

10 fractionnees par chromatographie d' echange d' anions sur 
une colonne (120 x 50 mm) de DEAE SEPHAROSE FAST FLOW. 
Les proteines adsorbees sont eluees par une concentration 
de 50% de tampon B (Tris-HCl 50 mM, pH 8,8 ; NaCl 500 mM) 
dans le tampon A (Tris-HCl 50 mM, pH 8,8) . Le debit 

15 d'elution est de 20 ml/min et les fractions collectees 
ont un volume de 80 ml. Les proteines sont detectees par 
absorption a 280 nm. 

Le chromatogramme est represents sur la Figure 
5. La concentration en tampon B est indiquee par la ligne 

20 discontinue. Les fractions de 80 ml correspondant aux 
pics sont reunies en deux fractions principales, DEAE NA 
et DEAE 1, indiquees sur le chromatogramme par les lignes 
horizontales. La fraction non adsorbee (DEAE NA) contient 
toute la toxicite. 

25 Cette fraction est dialysee 72 heures contre 

de l'eau puis lyophilisee. On obtient ainsi environ 
450 mg de la fraction DEAE NA. 

Chromatographie HPLC phase inverse semi-preparative . 

La fraction DEAE NA obtenue apres 
30 chromatographie echangeuse d' anions est fractionnee par 
chromatographie HPLC phase inverse (RP-HPLC) sur une 
colonne HYPERSIL (250 x 10,5 mm) remplie de NUCLEOSIL 
5 |im 300 A greffe par une chaine aliphatique en C18. Pour 
chaque chromatographie, 15 mg de proteines sont deposees 
35 sur la colonne Le debit d'elution est de 3 ml/min et les 
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proteines sont detectees par absorption a 220 nm. Les 
proteines sont eluees par un gradient de tampon B (0,04% 
d'acide trif luoroacetique dans de 1' acetonitrile) dans le 
melange A (0,04% d'acide trif luoroacetique dans de 1'eau) 
5 selon la sequence suivante : t=0 min, 40% de B ; t=5 min, 
40% de B ; t = 17 min, 48% de B ; t=18 min, 80% de B ; et 
t = 23 min, 80% de B. 

Le chromatogramme est illustre par la Figure 
6. Le gradient d' acetonitrile est represents par la 

10 ligne discontinue. La toxicite est localisee uniquement 
au niveau des pics Fl et PT ; les fractions correspondant 
a ces pics qui ont ete collectees, sont representees sur 
le chromatogramme par des par des traits horizontaux, . 

Trente chromatographies successives 

15 correspondant a une quantite injectee de 450 mg de 
DEAE NA ont ete effectuees. Les fractions ont ete reunies 
puis lyophilisees apres evaporation de I 7 acetonitrile et 
de l'acide trif luoroacetique au SPEED VAC. 4 mg de la 
fraction PT et 5 mg de Fl ont ainsi ete obtenues . Ces 

20 fractions ont ensuite ete analysees par chromatographie 
HPLC phase inverse (RP-HPLC) . 
Chromatographie HPLC phase inverse 

Le controle de la purete des proteines des 
fractions Fl et PT est effectue par chromatographie HPLC 
25 phase inverse sur une colonne INTERCHROM (250 x 4, 6 mm) 
remplie de NUCLEOSIL 5 (im 100 A greffe par une chaine 
aliphatique en C18. Le debit d'elution est de 1 ml/min et 
les proteines sont detectees par absorption a 220 nm. 

Les proteines sont eluees en 45 minutes par un 
30 gradient lineaire de 0 a 50% de melange B (0,04% d'acide 
trif luoroacetique dans de 1' acetonitrile ) dans le melange 
A (0,04% d'acide trif luoroacetique dans de l'eau). 

Cette analyse montre que la fraction PT ne 
contient que la proteine toxique PT. La fraction Fl est 
35 plus complexe et contient deux polypeptides majeurs. 
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Caracterisation des proteines presentes dans les 
fractions PT et Fl 

Les determinations de masses ont ete realisees 
par spectrometrie de masse a electrospray (ES-MS) . Les 
5 masses moyennes calculees a partir de 2 estimations, sont 
de 3741, 1 Da dans le cas de PT, et de 3736 et 3941 Da 
pour les polypeptides de la fraction FT. 

Le nombre de cysteines libres et impliquees 
dans les ponts disulfures, a ete determine par alkylation 

10 de la proteine par 1' iodoacetamide, avant et apres 
reduction, et comparaison des temps de retention en 
RP-HPLC et des masses en ES-MS, des proteines alkylees 
avec la proteine native. 

La proteine non-reduite alkylee presente un 

15 temps de retention et une masse identiques a celle de la 
proteine native. En revanche, la proteine reduite puis 
alkylee presente un temps de retention nettement 
different de celui observe pour la proteine native 
(30 min au lieu de 42 min) , et une masse de 4089,9 Da. 

20 II apparait done que cette proteine contient 6 

cysteines, qui sont toutes impliquees dans 3 ponts 
disulfures . 

Sequence complete de la proteine PT 

La sequence complete de la proteine PT a ete 
25 etablie. La masse calculee a partir des 37 residus de la 
proteine est 3741,4 Da, ce qui est identique, a 1'erreur 
de mesure pres, a celle determinee par spectrometrie de 
masse (3741,1 Da) pour la proteine native. La valeur 
calculee pour la proteine alkylee par 1 ' iodoacetamide 
30 (4090 Da) est egalement equivalente a celle obtenue 
experimentalement (4089,9 Da). Ces resultats demontrent 
1' absence de modifications post-traductionnelles 
(glycosylations, phosphorylations...) de la proteine. 

La sequence de la proteine PT presente une 
35 tres forte homologie avec celle de 1'albumine de pois 
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PAlb [HIGGINS et al, J. Biol. Chem, 261(24), pp. 11124- 
11130, (1986)]. Les deux sequences ne different que par 
le remplacement du residu valine en position 29 dans la 
proteine PT par une isoleucine dans la PAlb. Une forte 
5 similitude (62% d'identite, 89% d'homologie, determinees 
a l'aide du logiciel MAC MOLLY utilisant la matrice 
BLOSUM62) est egalement observee entre la proteine PT et 
la leginsuline de soja [WATANABE et al., Eur. J. 
Biochem., 15, pp. 224:1-167-72, (1994)]. En particulier, 
10 les 6 residus cysteine, qui jouent un role essentiel dans 
la structure des proteines, occupent des positions 
conservees . 

La comparaison de ces 3 sequences est 
illustree par la figure 7. 

15 Ces resultats permettent de conclure que la 

proteine responsable de la resistance du pois aux 
charangons des cereales est similaire a la proteine PAlb 
decrite par HIGGINS. Cette proteine est synthetisee sous 
la forme d' une preproproteine de 130 residus (PAD qui 

20 subit une maturation post-traductionnelle liberant la 
proteine PAlb ainsi qu' une proteine de 53 residus nommee 
PAla [HIGGINS et al., J. Biol. Chem., 261(24), pp. 11124- 
11130, (1986) ] . 

Le sequencpage des 10 premiers residus N- 

25 terminaux de chacun des polypeptides toxiques de la 
fraction Fl a egalement ete realise. Les sequences 
obtenues sont identiques a celle de l'extremite 
N-terminale de la proteine PT. Comme, d' autre part, les 
masses de ces polypeptides determinees par ES-MS sont 

30 tres proches de celle de la PT, il apparalt que ces 
polypeptides representent des isoformes de la PT. 
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EXEMPLE 3 - ACTIVITE ET STABILITE DES PROTEINES 
ENTOMOTOXIQUES EXTRAITES DU POIS 

Activite : 

L' activite entomotoxique des polypeptides de 
5 la fraction PT ou de la fraction Fl a ete determinee 
comme decrit a l'exemple 1 ci-dessus ; a la concentration 
de 1% dans la farine de ble (3mmoles/kg) , ces 
polypeptides ont pour le charangon une toxicite 
equivalente a celle de la farine de pois pure. Une 
10 concentration de 60 (imoles/kg est suffisante pour 
empecher toute infestation par les charangons. 
Stabilise : 

Les polypeptides de la fraction PT ou de la 
fraction Fl, extraits a partir de graines seches stockees 
15 pendant plusieurs annees, conservent leur activite 
entomotoxique. En outre, cette activite n'est pas 
affectee par un chauffage a 100°C. 
Toxicite pour differents insectes : 

La toxicite de la proteine PT pour la teigne 
20 de la farine Ephestia kuehniellea (Lepidoptera) , et pour 
le puceron Acyrthosiphon pisum (Homoptera) a egalement 
ete testee. 

Les essais sur la teigne de la farine ont ete 
effectues sur des larves de premier et deuxieme stade 
25 d' Ephestia kuehniella alimentees sur des boulettes de 
farine de ble contenant differentes concentrations de la 
proteine PT (en mmoles par kg de farine de ble) . Les 
resultats sont illustres par la Figure 8. 
(O = Survie a 0 jour ; 
30 A = Survie a 4 jours ; 

□ = Survie a 10 jours) . 
Ces resultats montrent que cette proteine est 
tres toxique, des la concentration de 0 , 25mmoles/kg . 
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Le puceron Acyrthosiphon pisum (Homoptera) , a 
ete nourri sur milieu artificiel contenant differentes 
concentrations cie la proteine PT. 
(□ = 3,3 vM ; 
A = 17 pM ; 
+ = 4 6 ]iM ; 
O = 84 ; 
C « 100 yM) . 
Les resultats, qui sont illustres par la 
Figure 9, montrent qu'une importante mortalite apparait 
des la concentration de 4 6 jamolaire, mortalite qui est 
totale a 100 pmolaire. 
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REVENDI CAT IONS 

1) Utilisation comme insecticide d'un 
polypeptide comprenant une sequence repondant a la 
formule generale (I) suivante : 

X 1 CX 2 CX 3 CX 4 CX5CX6CX7 ( I ) 

dans laquelle C represente un residu cysteine, 
Xi represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines, X 2 represente un acide amine ou une 
sequence de 2 a 5 acides amines, X 3 represente une 
sequence de 4 a 10 acides amines, X 4 represente une 
sequence de 3 a 10 acides amines, X 5 represente un acide 
amine ou une sequence de 2 a 4 acides amines, X 6 
represente une sequence de 7 a 15 acides amines, X 7 
represente un acide amine ou une sequence de 2 a 10 
acides amines. 

2) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que X x represente un dipeptide, X 2 
represente un tripeptide, X 3 represente un heptapeptide, 
X 4 represente un tetrapeptide , X 5 represente un acide 
amine, X 6 represente un nonapeptide, et X 7 represente un 
pentapeptide . 

3) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que : 

- Xi repond a la sequence y x y 2 dans laquelle y 1 et y 2 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, ou 
bien y 1 represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, 
la serine, la glycine, et la threonine, et y 2 represente 
1' acide glutamique ou 1' acide aspartique ; et/ou 

X 2 repond a la sequence y3Y4ys dans laquelle y 3 
represente la glutamine ou 1' asparagine, et y 4 et y 5 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, la threonine, la 
valine, la leucine, 1' isoleucine, et la methionine ; 
et/ou 
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- X 3 repond a la sequence y6y7y8y9yioynyi2 dans laquelle y 6 
represente un acide amine choisi parmi 1' alanine, la 
serine, la glycine, et la threonine, yi , yn, et y i2 
representent chacun la proline, ye represente un acide 
amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine, y$ represente 1' acide aspartique ou 1' acide 
glutamique, yio represente un acide amine choisi parmi la 
valine, la leucine, 1 ' isoleucine , et la methionine ; 
et/ou 

- X A repond a la sequence yi 3 yi4yi5yi6/ dans laquelle y i3 , 
yi<u yi5/ yio/ representent chacun un acide amine choisi 
parmi 1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, 
ou bien y i4 represente un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y i3 et 
yis representent chacun un acide amine basique, et yi6 
represente 1' acide aspartique ou 1' acide glutamique ; 
et/ou 

- X 5 represente un acide amine basique ; et/ou 

- X 6 repond a la sequence yi 7 yi8yi9y2oy2iy22y23y24y25r dans 
laquelle yn, yi9, y 2 i, et y 23 representent chacun un acide 
amine choisi parmi la valine, la leucine, 1' isoleucine, 
et la methionine, yi 8 represente la proline, y 2 o et y 2 4 
representent chacun un acide amine choisi parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine, y 22 
represente un acide amine choisi parmi la valine, la 
leucine, 1 ' isoleucine, la methionine, la phenylalanine, 
le tryptophane, et la tyrosine, et y 2 s represente un acide 
amine choisi parmi la phenylalanine, le tryptophane, et 
la tyrosine ; et/ou 

- X 7 repond a la sequence y 2 6y27y2sy29y3o dans laquelle y 2 6 
represente un acide amine basique, ou un acide amine 
choisi parmi la valine, la leucine, 1' isoleucine, et la 
methionine, y 2 ? represente l'asparagine ou la glutamine ou 
un acide amine basique, y 28 represente la proline, et y 29 
et y 30 representent chacun un acide amine choisi- parmi 
1' alanine, la serine, la glycine, et la threonine. 
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4) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce que le 
polypeptide utilise comme insecticide presente au moins 
60% d' identite avec une quelconque des isoformes d' une 
alburnine PAlb. 

5) Utilisation selon la revendication 4, 
caracterisee en ce que ledit polypeptide est choisi dans 
le groupe constitue par les albumines PAlb et les 
leginsulines . 

6) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide est utilise pour proteger des graines de 
cereales ou des produits derives de celles-ci, contre des 
insectes ravageurs . 

7) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 5, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide est utilise pour proteger des plantes contre 
les insectes ravageurs des graines de cereales. 

8) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce que ledit 
polypeptide est utilise a une concentration de 
10 jj,moles/kg a 100 mmoles/kg. 

9) Utilisation selon la revendication 8, 
caracterisee en ce que ledit polypeptide est utilise a 
une concentration de 50 |imoles/kg a 10 mmoles/kg. 

10) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 9, caracterise en ce qu'elle comprend 
le traitement du produit a proteger avec une preparation 
comprenant ledit polypeptide. 

11) Utilisation selon une quelconque des 
revendications 1 a 10, caracterisee en ce quelle comprend 
la production d'une plante transgenique , transf ormee par 
au moins un gene codant pour ledit polypeptide, et 
exprimant ce dernier dans au moins un de ses tissus ou 
organes. 
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12) Utilisation selon la revendicat ion 11, 
caracterisee en ce que ladite plante transgenique est une 
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famine de brevet(s) 
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publication 
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TRAITE DE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS 



PCT jHi^U 3 i j UL ajyj) 

RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTFRN^^'AI ^ijlZj 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference du dossier du deposant ou du 

mandataire 

MJPcb539/82 


voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER preliminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n" 
PCT/FR99/01085 


Date du d£pot international (jour/mois/ann6e) 
07/05/1 999 


Date de priorite (jour/mois/ann6e) 
11/05/1998 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 
C12N 15/82 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE... et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabti par I'administaration chargee de i'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a Particle 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 5 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
('administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et I'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 

I IS Base du rapport 

II □ Priorite 

III S Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle 

IV □ Absence d'unite de invention 

V H Declaration motivee selon I'arlicle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 

d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

VI □ Certains documents cites 

VII □ Irregularis dans la demande internationale 

VIII S Observations relatives a la demande internationale 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

09/12/1999 


Date d'achevement du present rapport 

25.07.00 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

„~ Office europeen des brevets 
D-80298 Munich 
Z&r' Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

i Si t 

Marinoni, J-C ta SP' f 

N° de telephone +49 89 2399 8563 ^ ^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 




f Mil PAii BLANK (uspto) 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/FR99/01085 



I. Bas du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuiltes de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-17 version initiate 

Revendications, N°: 

1-12 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/9-9/9 version initiale 



2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 



4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibility d'application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de I'invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui concerne : 

□ I'ensemble de la demande intemationale. 

IS les revendications n os 1-3 partiellement. 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n° PCT/FR99/01 085 



parce que : 

□ la demande intemationale, ou les revendications n os en question, se rapportent a I'objet suivant, a regard 
duquel Tadministration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (precise/) : 



□ la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les elements ci~dessous), ou les revendications 
n os en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(precise/) : 



les revendications, ou les revendications n os 1-3 partiellement en question, ne se fondent pas de fagon 
adequate sur la description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ it n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee sefon l article 35(2) quant a la nouveaute, l activite inventive et la possibilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-3 partiellement; 4-12 completement 

Non : Revendications Aucune 

Activite inventive Oui : Revendications 1-3 partiellement; 4-12 completement 

Non : Revendications Aucune 

Possibilite d'application industrielle Oui : Revendications 1-3 partiellement; 4-12 completement 

Non : Revendications Aucune 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 

voir feuille separee 
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Demande intemationale n° PCT/FR99/01 085 



PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point HI 

Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la 
possibility d'application industrielle 

Les examples de la presente demande demontrent uniquement que la proteine PT 
(voir page 16, ligne 18-page 17, ligne 12) et ies proteines isoformes de la fraction F1 
(voir page 1 1 , lignes 33-34) ont une activite insecticide. Cependant, rien dans la 
presente demande ne permet de conclure de maniere evidente que toutes les 
proteines telles que definies dans les revendications 1-3, mises a part a la rigueur les 
proteines presentant des similitudes avec la proteine Pa1b et les inhibiteurs de 
proteines telles que les leginsulines evoquees page 3, lignes 21-35, auront une activite 
insecticide. 

L'invention dans son integrate (en particulier I'objet des revendications 1-3) n'est 
done pas suffisamment exposee et ne peut done etre mise en pratique sans 
experimentation injustifiee (Article 5 PCT). 

En consequence, aucune opinion quant a la nouveaute et I'activite inventive ne peut 
etre donnee concernant I'objet des revendications 1 a 3 relatif aux proteines autres 
que celles similaires a I'albumine de pois Pa1b. 

Concernant le point V 

Declaration motivee selon Particle 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility duplication industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

II est fait reference au document suivant: 

D1: J. BIOL. CHEM., Vol. 261, No. 24, 25 aout 1986, pages 11124-11130, Higgins et 
al. 'Gene structure, protein structure and regulation of the synthesis of a sulfur-rich 
protein in pea seeds' 

1. La presente demande a pour objet I'utilisation comme insecticide de la proteine 
Pa1b. Aucun des documents disponibles ne decrit une telle utilisation. 
Par consequent, I'objet de la presente demande relatif a I'utilisation comme 
insecticide de cette proteine est conforme aux criteres de nouveaute de I'Article 
33(2) PCT. 
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PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Bien que D1 decrive le clonage de Pa1b et son homologie avec un certain 
nombre de proteines de faible poids moleculaire qui constitueraient une super- 
famille de proteines incluant entre autres les inhibiteurs de I'a-amyiase trouves 
chez le ble (voir page 1 11 29, colonne de droite, lignes 4-13 et Figure 7), rien ne 
permet de conclure que (i) Pa1b pourrait avoir une activite inhibitrice de I'a- 
amyiase ou que (ii) pourrait etre utilise avec succes comme insecticide. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande internationale 

La revendication 4 se refere a "une quelconque des isoformes d'une albumine Pa1b". 
Cependant, aucun des documents disponibles ne cite de telles isoformes. Afin de 
repondre aux criteres de I'article 6 PCT, la revendication 4 se doit de comporter les 
caracteristiques essentielles de I'invention revendiquee. Ici, la definition de I'utilisation 
des proteines auxquelles la revendication 4 se refere n*est possible que si ces 
isoformes sont clairement caracterisees. 
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PATENT COOPERATION TReJR 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
MJPcb539/82 


fop itt iPTHirn ArTTOM See Notiflcation of Transmittal of International 
r xjk. r uivi wtLK al i iui> PreIiminary Examination Report (Form PCT/IPEA/4 1 6) 


International application No. 

PCT/FR99/01085 


International filing date (day/month/year) 
07 May 1999 (07.05.99) 


Priority date (day/month/year) 

11 May 1998(11.05.98) 


International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 15/82 


Applicant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authority and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 

□ 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 



I 




11 


□ 


III 




IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 





Date of submission of the demand 

09 December 1999 (09.12.99) 


Date of completion of this report 

25 July 2000 (25.07.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



ational application No. 

PCT/FR99/01085 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.)'. 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1-1? , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



the drawings, 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/9-9/9 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims, Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



3 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
— to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 



4. Additional observations, if necessary: 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



tational application No. 

PCT/FR99/01085 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 



because: 



□ the said international application, or the said claims Nos. 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfufopinion could be formed (specify): 



rr7| the claims, or said claims Nos. U3 are so ii 

IX] by the description that no meaningful opinion could be formed. 




the entire international application. 



claims Nos. 




no international search report has been established for said claims Nos. 
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Iitional application No. 
/FR 99/01085 



Supplemental Box . 

(To be us ed when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: 1 1 1 

The examples of the present application only demonstrate 
that the PT protein (see page 16, line 18 to page 17, 
line 12) and the isoform proteins of the Fl portion (see 
page 11, lines 33-34) act as an insecticide- However, 
nothing in the present application clearly demonstrates 
that all the proteins as defined in claims 1-3, except 
perhaps for the proteins similar to Palb and the protein 
inhibitors such as the leginsulins, mentioned on page 3, 
lines 21-35, will have an insecticidal effect. 

The entire invention (in particular the subject matter of 
claims 1-3) is therefore not sufficiently disclosed and 
consequently cannot be put into practice without undue 
experimentation (PCT Article 5) . 

Therefore, no opinion can be established concerning the 
novelty and inventive step of the subject matter of 
claims 1 to 3 relating to proteins other than those 
similar to Palb pea albumin. 
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iational application No. 
/FR 99/01085 



V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (IA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-3 partially, 4-12 completely YES 

NO 

1-3 partially, 4-12 completely yES 

NO 



1-3 partially, 4-12 completely 



YES 
NO 



Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 
Dl: J. BIOL. CHEM., vol. 261, no. 24, 25 August 1986, 
pages 11124-11130, Higgins et al . 'Gene structure, 
protein structure and regulation of the synthesis of 
a sulfur-rich protein in pea seeds' 



1. The subject matter of the present application is the 
use of Palb protein as an insecticide. None of the 
available documents describes such a use. 
Therefore, the subject matter of the present 
application relating to the use of said protein as 
an insecticide meets the novelty requirements of PCT 
Article 33(2) . 

Although Dl describes cloning Palb and a similar 
substance with a certain number of proteins having a 
low molecular weight, which would constitute a 
super-family of proteins including, among others, 
the a-amylase inhibitors found in wheat (see page 
11129, right-hand column, lines 4-13 and figure 7), 
nothing suggests that (i) Palb could have an 
inhibiting effect on a-amylase or (ii) that it could 
be used successfully as an insecticide. 
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In^M^ional application No. 
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PT^FR 99/01085 



VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claim 4 relates to "any one of the isoforms of a Palb 
albumin" - However, none of the available documents cites 
such isoforms. In order to meet the requirements of PCT 
Article 6, claim 4 must include the features essential to 
the claimed invention. In the present case, defining the 
use of the proteins to which claim 4 refers is only 
possible if the isoforms are clearly characterized. 
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I- ' -national Application No 

PlT/FR 99/01085 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER .„„ /~„ 

IPC 6 C12N15/82 C07K14/415 A01N65/00 C12N15/29 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 



B- FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C07K A01N . 



Documentation searcned other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



A 



HIGGINS T J V ET AL: "Gene structure, 
protein structure and regulation of the 
synthesis of a sulfur-rich protein in pea 
seeds" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. 
(MICROFILMS) , 
vol. 261, no. 24, 
5 August 1986 (1986-08-25), pages 
11124-11130, XP002091347 
MD US 

cited in the application 

* The whole document, in particular 

page 11129 * 

-/— 



1-12 



m 



Further documents are listed in the continuation of box C. 



Patent family members are listed in annex. 



• Special categories of cited documents : 

"A" document defintng the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O u document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 



7 September 1999 



Date of mailing of the international search report 



16/09/1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5816 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 



Authorized officer 



De Kok, A 
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication.where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



BAKER J E ET AL: "Multiplicity of 
albumins from wheat inhibitory to amylase 
from the rice weevil coleoptera 

curculionidae" 

JOURNAL OF ECONOMIC ENTOMOLOGY, 
vol. 82, no. 6, 1989, pages 1548-1553, 
XP002091350 
abstract 



1-12 



WATANABE Y ET AL: "A peptide that 
stimulates phosphorylation of the plant 
insulin-binding protein" 
THE EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
Aol. 224, no. 1, August 1994 (1994-08), 
pages 167-172, XP002091348/ 
BERLIN DE ' 
cited in the application 
the whole document 

EALING P M ET AL. : "Expression of the pea 
albumin gene in transgenic white clover 
and tobacco" 
v/TRANSGENIC RESEARCH, 

% vol. 3, 1994, pages 344-354, XP002091349 
US 

abstract 



1-5,11 



1-5,11 



0 93 04586 A (ICI PLC) 
8 March 1993 (1993-03-18) 
page 1 - page 8 



BU0NOC0RE V ET AL.: "Wheat protein 
inhibitors of alpha amylase" 
PHYTOCHEMISTRY, 
/vol. 16, no. 7, 1977, pages 811-820, 
XP002091351 
OXFORD GB 

the whole document 

GATEHOUSE A M R ET AL: "IDENTIFYING 
PROTEINS WITH INSECTICIDAL ACTIVITY: USE 
OF ENCODING GENES TO PR00UCE 
INSECT-RESISTANT TRANSGENIC CROPS" 
PESTICIDE SCIENCE, 
vol. 52, no. 2, February 1998 (1998-02), 
pages 165-175, XP000751964 
the whole document 
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WO 9304586 



18-03-1993 



AU 
AU 
EP 
JP 
NZ 



665020 B 
2484792 A 
0602098 A 
6510535 T 

244127 A k 



14-12-1995 
05-04-1993 
22-06-1994 
24-11-1994 
.22-12-1994 



Form PCTflSA/210 (patent family annex) (July 1992) 




SPAGEBLAMK 



TRAITB j COOPERATION EN MATI ,DE BREVETS 



Exp&Jiteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

NOTIFICATION D'ELECTION 

(r£gle61.2du PCT) 


Destinataire: 

Assistant Commissioner for Patents 
United States Patent and Trademark 
Office 
Box PCT 

Washington, D.C.20231 
ETATS-UNIS D'AMERIQUE 

en sa qualite d' off ice 6lu 


Date d'expidition (jour/mois/ann6e) 

14 janvier 2000 (14.01 .00) 




Demande intemationale no 

PCT/FR99/01085 


Reference du dossier du d6posant ou du mandataire 
MJPcb539/82 


Date du depot international Gour/mois/annee) 
07 mai 1999 (07.05.99) 


Date de priortte Gour/mois/annee) 

11 mai 1998(11.05.98) 


D6posant 

DELOBEL, Bernard etc 



1. L'office designe est avise de son election qui a ete faite: 



Xj dans la demande d'examen preliminaire international presentee h ('administration chargee de I'examen preliminaire 
international le: 

09decembre 1999 (09.12.99) 



| | dans une declaration visant une election ulte>ieure deposee aupres du Bureau international le: 



2. Selection JJ<J a ete faite 

| | n'a pas et§ faite 

avant I'expiration d'un d6lai de 19 mois a compter de la date de priorite ou, lorsque la regie 32 s'applique, dans le delai vise 
a la regie 32.2b). 



Bur au internati nal de I'OMPI 
34,chemind sCol mbett s 
1211 Geneve 20 f Suiss 



no de tel6copieur: (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

Jean-Marie McAdams 

no de telephone: (41-22) 338.83.38 



Formulaire PCT/IB/331 (juillet 1992) 



3053321 
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.t 



J # 

TRAITE15E COOPERATION EN MATIERt DE BREVETS 



PCT/FR99/01085 



Expediteur : le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 



NOTIFICATION RELATIVE 
A LA PRESENTATION OU A LA TRANSMISSION 
DU DOCUMENT DE PRIORITE 

(instruction administrative 411 du PCT) 



Date d' expedition (jour/mois/annee) 
17juin 1999(17.06.99) 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
MJPcb539/82 



Demande Internationale no 
PCT/FR99/01085 



Destinataire: 



VIALLE-PRESLES, Mii<e-Afii|NET ORES 

Cabinet Ores 
6, avenue de Messin 
F-75008 Paris 
FRANCE 




NOTIFICATION IMPORTANTE 



Date du depot international (jour/mois/annee) 
07 mai 1999 (07.05.99) 



Date de publication Internationale (jour/mois/annee) 

Pas encore publiee 



Date de priorite (jour/mois/annee) 

11 mai 1998(11.05.98) 



Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE etc 



4. 



La date de reception (sauf lorsque les lettres "NR" figurent dans la colonne de droite) par le Bureau international du ou des 
documents de priorite correspondant a la ou aux demandes enumerees ci-apres est notifiee au deposant Sauf indication 
contraire consistant en un asterisque figurant a cote d'une date de reception, ou les lettres "NR", dans la colonne de droite, 
le document de priorite en question a ete presente ou transmis au Bureau international d'une maniere conforme a la 
regle17.1.a)oub). 

Ce formulaire met a jour et remplace toute notification relative a la presentation ou a la transmission du document de priorite 
qui a ete envoyee precedemment. 

Un asterisque(*) figurant a cote d'une date de reception dans la colonne de droite signale un document de priorite presente 
ou transmis au Bureau international mais de maniere non conforme a la regie 17.T.a) ou b). Dans ce cas, I'attention du 
deposant est appelee sur ta regie 17.1.c) qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la 
revendication de priorite avant d'avoir donne au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai 
raisonnable en I'espece. 

Les lettres "NR" figurant dans la colonne de droite signalent un document de priorite que le Bureau international n'a pas 
recu ou que le deposant n'a pas demande a I'office recepteur de preparer et de transmettre au Bureau international 
conformement a la regie 17.1.a) ou b), respectivement. Dans ce cas, Pattention du deposant est appelee sur la regie 17.1. c) 
qui stipule qu'aucun office designe ne peut decider de ne pas tenir compte de la revendication de priorite avant d'avoir donne 
au deposant la possibility de remettre le document de priorite dans un delai raisonnable en I'espece. 



Date de priorite Demande de priorite n* 

11 mai 1998 (11.05.98) 98/05877 



Pavs. office regional ou 
office receoteur selon le PCT 

FR 



Date de reception du 
document de priorite 

16 juin 1999(16.06.99) 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
121 1 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorisd: 

Marc Salzman 

no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/304 (juNlet 1998) 



002679765 



TRAITE 



t 



COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 



WO 99/58695 
PCT/FR99/01085 



Expediteur: le BUREAU INTERNATIONAL 



PCT 

AVIS INFORMANT LE DEPOSANT DE LA 
COMMUNICATION DE LA DEMANDE 
INTERNATIONALE AUX OFFICES DESIGNES 

(regie 47.1.c), premiere phrase, du PCT) 



Date d'expedition (jour/mois/annee) 

18 novembre 1999 (18.11.99) 



Destinataire: 

VIALLE-PRESLES, Marie-Jose 
Cabinet Ores 



6, avenue deMessir<aABI NET OR£$ 

F-75008 Paris 
FRANCE 



2 9. NOV. 1999 



Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
MJPcb539/82 


AVIS IMPORTANT 


Demande internationale no 

PCT/FR99/01085 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

07 mai 1999 (07.05.99) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 

11 mai 1998 (11.05.98) 


Deposant 

INSTITUT NATIONAL DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit I'article 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

AU,CN,EP,IL,JP,KP,KR,US 



Conformement a la regie 47.1.c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinants 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a I'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelle cette communication doit etre effectuee a cette date: 

AE,AL,AM,AP/AT,AZ,BA,BB3G3R,BY,CA,CH,C^ 
HUJD,INJSJ<E,KG,KZ,LC,LK,LR^S,LT^U,LV,MD,M 

SD / SE / SG / SI,SK,SUTJ f TM # TR,TT / UA,UG,UZ,VN / YU / ZA,ZW 

La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1)a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
18 novembre 1999 (18.11.99) sous le numero WO 99/58695 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31.2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre presentee a 
['administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant I'expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale precede en phase nationale, ii doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 





Fonctionnaire autorise 




Bureau international de I'OMPI 




34, chemin des Colombettes 


J. Zahra 




1211 Geneve 20, Suisse 




no de telecopieur (41-22) 740.14.35 


no de telephone (41-22) 338.83.38 




Formulaire PCT/IB/308 (juillet 1996) 




2947696 



^GE BLANK 



(USPTO) 



J 



TRAITE DE < 



PERATION EN M ATI ERE DE E^^ETS 

PCT 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 18 et regies 43 et 44 clu PCT) 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

MJPcb539/82 


POUR SUITE voir ,a notification de transmission du rapport de recherche internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande internationale n° 
PCT/FR 99/01085 


Date du depot international (jour/mois/annee) 

07/05/1999 


(Date de priorite (la plus ancienne) 
(jour/mois/annee) 

11/05/1998 


Deposant 

INSTITUT NAT. DE LA RECHERCHE AGRONOMIQUE et al . 



Le present rapport de recherche internationale, etabli par I'administration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformed ent a I'article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

|")C| II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1 . Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point. 

| | la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acides amines divulgu^es dans la demande internationale (le cas echeant), 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 
| | contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

rem is ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 
□ 

□ 



□ 
□ 



La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

II a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche (voir le cadre I). 
II y a absence d'unite de I'invention (voir le cadre II). 



4. En ce qui concerne le titre, 

PC] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

| | Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrege, 

ry~| le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

I — | le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 

I I presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de la date d'expedition du present rapport 

de recherche internationale. 

6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la Figure n° 



| | suggeree par le deposant. Q Aucune des figures 
i — i t , , , n'est a publier. 

| parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

| | parce que cette figure caractertse mieux ('invention. 



Formulaire PCT/lSA/210 (premiere feuille) (juillet 1998) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE l 



r»de Internationale No 

^/FR 99/01085 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/82 C07K14/415 A01N65/00 C12N15/29 



Selon la classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMA1NES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation minimate consultee (systems de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C12N C07K A01N 



Documentation consultee autre que la documentation minimale dans la mesure oil ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche internationale (nom de la base de donnees, et si realisable, termes de recherche utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie 1 



Identification des documents cites, avec, le cas echeant, Indication des passages pertinents 



no. des revendications visees 



HIGGINS T J V ET AL: "Gene structure, 
protein structure and regulation of the 
synthesis of a sulfur-rich protein in pea 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. 

(MICROFILMS), 

vol. 261, no. 24, 

25 aout 1986 (1986-08-25), pages 

11124-11130, XP002091347 

MD US 

cite dans la demande 

* le document en entier, particulierement 
page 11129 * 

-/— 



1-12 



j j Voir la suite du cadre C pour la fin de la liste 



des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



° Categories speciales de documents cites: 

"A" document definissant I'etat general de la technique, non 

considere comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur, mais publie a la date de depot international 

ou apres cette date 
"L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d'une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 
"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P" document publie avant la date de dep6t international, mais 
posterieurement a la date de priority revendiquee 



T" document ulterieur publie apres la date de dep6t international ou la 
date de priorite et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituant la base de I'invention 

"X" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere isotement 

"Y" document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee 

ne peut etre consideree comme impliquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

"&" document qui fait partie de la meme famille de brevets 



Date a laquelle la recherche internationale a ete effectivement achevee 

7 septembre 1999 


Date d' expedition du present rapport de recherche internationale 

16/09/1999 


Nom et adresse postale de I'administration chargee de la recherche internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 58.18 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Fonctionnaire autorise 

De Kok, A 



Formulaire PCT/ISA/210 (deuxi&me feuille) (juillet 1992) 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



;h^i 



de Internationale No 

F /FR 99/01085 



C.(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categorie * Identification des documents cites, avec,le cas echeant, I'lndicationdes passages pertinents 



no. des revendications visees 



BAKER J E ET AL: "Multiplicity of 
albumins from wheat inhibitory to amylase 
from the rice weevil coleoptera 
curcul i onidae" 

JOURNAL OF ECONOMIC ENTOMOLOGY, 
vol. 82, no. 6, 1989, pages 1548-1553, 
XP002091350 
abrege 

WATANABE Y ET AL: "A peptide that 

stimulates phosphorylation of the plant 

insulin-binding protein" 

THE EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 

vol. 224, no. 1, aout 1994 (1994-08), 

pages 167-172, XP002091348 

BERLIN DE 

cite dans la demande 
le document en entier 

EALING P M ET AL. : "Expression of the pea 
albumin gene in transgenic white clover 
and tobacco" 
TRANSGENIC RESEARCH, 

vol. 3, 1994, pages 344-354, XP002091349 
US 
abrege 

WO 93 04586 A (ICI PLC) 
18 mars 1993 (1993-03-18) 
page 1 - page 8 

BU0N0C0RE V ET AL. : "Wheat protein 
inhibitors of alpha amylase" 
PHYTOCHEMISTRY, 

vol. 16, no. 7, 1977, pages 811-820, 
XP002091351 
OXFORD GB 
le document en entier 

GATEHOUSE A M R ET AL: "IDENTIFYING 
PROTEINS WITH INSECTICIDAL ACTIVITY: USE 
OF ENCODING GENES TO PRODUCE 
INSECT-RESISTANT TRANSGENIC CROPS" 
PESTICIDE SCIENCE, 

vol. 52, no. 2, fevrier 1998 (1998-02), 
pages 165-175, XP000751964 
le document en entier 



1-12 



1-5,11 



1-5,11 



1-12 



1-12 



1-12 



Forniutairo PCT/I S A/21 0 {suite de la deuxieme feuillo) (juillet 1992) 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

In^^^Bsn on patent family members 



Iitional Application No 
*/FR 99/01085 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9304586 



18-03-1993 



AU 
AU 
EP 
JP 
NZ 



665020 B 
2484792 A 
0602098 A 
6510535 T 

244127 A 



14-12-1995 
05-04-1993 
22-06-1994 
24-11-1994 
22-12-1994 



Form PCT/ISA/21 0 (patent family annex) (July 1 992) 



THSS PAGE BLANK (uspto) 



NATIONAL SEARCH REPORT 



national Application No 

PtT/FR 99/01085 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER _ . „ „ , 

IPC 6 C12N15/82 C07K14/415 A01N65/00 C12N15/29 



According to International Patent Classification (IPC) or lo both national classification and IPC 



B. FIELDS SEARCHED 



Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12N C07K A01N 



Documentation searcned other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and, where practical, search terms used) 



C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category * Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to ctaim No. 



HIGGINS T J V ET AL: "Gene structure, 
protein structure and regulation of the 
synthesis of a sulfur-rich protein in pea 
seeds" 

JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY. 

(MICROFILMS), 

vol. 261, no. 24, 

25 August 1986 (1986-08-25), pages 
11124-11130, XP002091347 
MD US 

cited in the application 

* The whole document, in particular 

page 11129 * 

-/-- 



1-12 



m 



Further documents are listed in the continuation ot box C 



Patent family members are listed in annex. 



° Special categories of cited documents : 

"A" document defining the general state of the art which is not 

considered to be of particular relevance 
"E" earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which is cited to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as specified) 

"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

"P" document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T" later document published after the international filing data 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance: the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y" document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the art. 

document member of the same patent family 



Oate of the actual completion of the international search 



7 September 1999 



Date of mailing of the international search report 



16/09/1999 



Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office, P.B. 5616 Patentlaan 2 
NL -2280 HVRijswijk 
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: (+3 1 -70) 340-30 1 6 



Authorized officer 



De Kok, A 



Form PCT/ISA/21 0 (second shMl) (July 1992) 
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TIONAL SEARCH REPORT 



1 ^^■fional Application No 

PLT/FR 99/01085 



C.(Continuation> DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



Citation ot document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



BAKER J E ET AL: "Multiplicity of 
albumins from wheat inhibitory to amylase 
from the rice weevil coleoptera 
curculionidae" 

JOURNAL OF ECONOMIC ENTOMOLOGY , 
vol. 82, no. 6, 1989, pages 1548-1553, 
XP002091350 
abstract 



1-12 



WATANABE Y ET AL: "A peptide that 
stimulates phosphorylation of the plant 
insulin-binding protein" 
THE EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY, 
-/vol. 224, no. 1, August 1994 (1994-08), 
pages 167-172, XP002091348 , 
BERLIN DE 

cited in the application 
the whole document 

EALING P M ET AL. : "Expression of the pea 
albumin gene in transgenic white clover 
and tobacco" 
/ TRANSGENIC RESEARCH, 

vol. 3, 1994, pages 344-354, XP002091349 
US 

abstract 



1-5,11 



1-5,11 



0 93 04586 A (ICI PLC) 
8 March 1993 (1993-03-18) 
page 1 - page 8 



BU0N0C0RE V ET AL.: "Wheat protein 
inhibitors of alpha amylase" 
PHYTOCHEMISTRY, 
/vol. 16, no. 7, 1977, pages 811-820, 
XP002091351 
OXFORD GB 
the whole document 

GATEHOUSE A M R ET AL: "IDENTIFYING 
PROTEINS WITH INSECTICIDAL ACTIVITY: USE 
OF ENCODING GENES TO PRODUCE 
/ INSECT-RESISTANT TRANSGENIC CROPS" 
PESTICIDE SCIENCE, 

vol. 52, no. 2, February 1998 (1998-02), 
pages 165-175, XP000751964 
the whole document 



1-12 



1-12 



1-12 



Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



page 2 of 2 
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NATIONAL SEARCH REPORT 

information on patent family members 



Patent document 
cited in search report 



Publication 
date 



national Application No 

Pof/FR 99/01085 



Patent family 
member(s) 



Publication 
date 



WO 9304586 



18-03-1993 



AU 
AU 
EP 
JP 
NZ 



665020 8 
2484792 A 
0602098 A 
6510535 T 

244127 A 



14-12-1995 
05-04-1993 
22-06-1994 
24-11-1994 
22-12-1994 



Forni PCT/ISA/210 (patent family annex) (July 1992) 
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PATENT COOPERATION TREATY 

PCT 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 
(PCT Article 36 and Rule 70) 



Applicant's or agent's file reference 
MJPcb539/82 


irnnPiiPTHri) ArTinw See Notificati on of Transmittal of International 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/01085 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as " originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.): 

[ j the international application as originally filed. 

the description, pages I'l? , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of 

pages , filed with the letter of 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-12 



, as originally filed, 

, as amended under Article 1 9, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



^ the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/9-9/9 



, as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

1 1 the claims, Nos. 



1 1 the drawings, sheets/fig 



2 I I This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
1 — 1 to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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PCT/FR99/01085 



III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

1 1 the entire international application. 

claims Nos. lO 



because: 



□ the said international application, or the said claims Nos. ^ ( ^ 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningfulopinion could be formed (specify): 



the claims, or said claims Nos. 1-3 

I2SI by the description that no meaningful opinion could be formed. 



no international search report has been established for said claims Nos. 



Form PCT/IPEA/409 (Box III) (January 1994) 



are so inadequately supported 



f HIS MSI iUNK (uspto) 



^■Emational application No. 

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT pCT /FR 99/01085 



Supplemental Box . 

(To be used when the space in any of the preceding boxes ts not sufficient) 



Continuation of: 1 1 1 



The examples of the present application only demonstrate 
that the PT protein (see page 16, line 18 to page 17, 
line 12) and the isoform proteins of the Fl portion (see 
page 11, lines 33-34) act as an insecticide. However, 
nothing in the present application clearly demonstrates 
that all the proteins as defined in claims 1-3, except 
perhaps for the proteins similar to Palb and the protein 
inhibitors such as the leginsulins mentioned on page 3, 
lines 21-35, will have an insecticidal effect. 

The entire invention (in particular the subject matter of 
claims 1-3) is therefore not sufficiently disclosed and 
consequently cannot be put into practice without undue 
experimentation = (PCT Article 5). 

Therefore, no opinion can be established concerning the 
novelty and inventive step of the subject matter of 
claims 1 to 3 relating to proteins other than those 
similar to Palb pea albumin. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



1-3 partial ly, 4-12 completely YES 

NO 

1-3 partially, 4-12 completely Y ES 

NO 

1-3 partially, 4-12 completely yES 

NO 

2. Citations and explanations 

Reference is made to the following document: 
Dl: J . BIOL. CHEM . , vol- 261, no. 24, 25 August 1986, 
pages 11124-11130, Higgins et al. 'Gene structure, 
protein structure and regulation of the synthesis of 
a sulfur-rich protein in pea seeds' 

1. The subject matter of the present application is the 
use of Palb protein as an insecticide. None of the 
available documents describes such a use. 
Therefore, the subject matter of the present 
application relating to the use of said protein as 
an insecticide meets the novelty requirements of PCT 
Article 33 (2) . 

Although Dl describes cloning Palb and a similar 
substance with a certain number of proteins having a 
low molecular weight, which would constitute a 
super-family of proteins including, among others, 
the a-amylase inhibitors found in wheat (see page 
11129, right-hand column, lines 4-13 and figure 7), 
nothing suggests that (i) Palb could have an 
inhibiting effect on a-amylase or (ii) that it could 
be used successfully as an insecticide. 



1. Statement 

Novelty (N) Claims 

Claims 

Inventive step (IS) Claims 

Claims 

Industrial applicability (IA) Claims 

Claims 
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VIII. Certain observations on the international application 

The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

Claim 4 relates to "any one of the isoforms of a Palb 
albumin" . However, none of the available documents cites 
such isoforms. In order to meet the requirements of PCT 
Article 6, claim 4 must include the features essential to 
the claimed invention. In the present case, defining the 
use of the proteins to which claim 4 refers is only 
possible if the isoforms are clearly characterized. 
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